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ABREVIATURAS

ADO = Antidiabéticos orales

BSA = Albumina de suero bovino
DM = Diabetes Mellitus

DM2 = Diabetes Mellitus tipo 2
DM1 = Diabetes Mellitus tipo 1

GSIS = Glucose-stimulated insulin secretion/Secrecion de insulina estimulada por
glucosa

HA = Hombre Antidiabético

HC = Hombre Control

HI = Hombre Insulinizado

IDE = Insulin degradin enzyme/Enzima degradadora de la insulina
MA = Mujer Antidiabético

MC = Mujer Control

MI = Hombre Insulinizado

NGS = Suero normal de cabra

OMS = Organizacion mundial de la salud

PBS = Tampodn fosfato salino

PDX1 = Homeobox pancreatico y duodenal 1
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INTRODUCCION

- Diabetes Mellitus e islote pancreatico

La diabetes es una enfermedad crénica que aparece cuando el pancreas no produce
insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que
produce. En el mundo hay mas de 347 millones de personas con diabetes y segln
proyecciones de la OMS, la diabetes serd la séptima causa de mortalidad en 2030 [1].

El precoz diagndstico y tratamiento de esta enfermedad en un pilar fundamental para
la prevencion de las patologias asociadas a esta (cardiopatia, neuropatia, retinopatia...)
y de la mejora en la calidad y esperanza de vida de los pacientes diabéticos, ademas de
un gran ahorro en el gasto sanitario [2]. Los dos tipos de diabetes mas comunes son:

- Diabetes tipo 1 es causada generalmente por una reaccién autoinmune, donde
el sistema de defensa del cuerpo ataca las células que producen la insulina,
produciendo asi muy poca o ninguna insulina.

- Diabetes tipo 2 se caracteriza por una resistencia periférica a la insulina que
desencadena una mayor demanda de ésta para compensarla. Esta
compensacion finalmente falla debido a una pérdida en la masa funcional de
células beta-pancreaticas, debido bien a la pérdida de células (por aumento de
su muerte y/o pérdida de la capacidad de regenerarse) y/o al fallo de su
capacidad de secretar insulina. Representa al menos el 90% de todos los casos
de diabetes.

La insulina es una hormona producida por el pancreas, que actia como una llave para
permitir que la glucosa pasa de la sangre a los tejidos del cuerpo para producir
energia. El pancreas es un tejido exocrino y endocrino. Las células endocrinas del
pancreas se localizan en los islotes de Langerhans (Figura 1). Estos islotes estan
altamente vascularizados y contienen multiples tipos de células que producen
hormonas con distinta actividad bioldgica. La célula secretoras de insulina, también
llamadas células beta-pancreaticas, son las mas abundante dentro del islote (50-80%).
Estas son las encargadas de regular los niveles sanguineos de glucosa mediante la
exocitosis de insulina [3].
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Figura 1. Dibujo de un islote pancreatico de Langerhans, donde se muestran los diversos tipos de células
productoras de hormonas. (http.//elbibliote.com/resources/Temas/html/638.php)

No ser capaz de producir insulina o usarla de manera ineficiente conlleva a adquirir
unos elevados niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia). A largo plazo, esta
hiperglucemia sostenida se asocia con dafio celular y con insuficiencia de varios
organos y tejidos [3].

Esta hiperglucemia ocasiona un aumento en la demanda de insulina que la célula beta-
pancreatica trata de compensar, lo que conduce a un fallo progresivo de la misma. Esta
disfuncion viene derivada de la combinacién de varios factores, como son la toxicidad
a la glucosa (glucotoxicidad), la lipotoxicidad, el aumento de deposiciones del péptido
amiloide en los islotes, y las citoquinas inflamatorias [4,5]. A pesar de ello, parte del
mecanismo molecular que subyace al fallo funcional de la célula beta-pancreatica
todavia no ha sido elucidado. Son necesarios mas estudios en esta direccidn, para una
mejor comprension del debut de la DM2 y una dptima aproximaciéon farmacolégica de
la misma.

- La enzima degradadora de la insulina (IDE)

Durante muchos anos la degradacion de la insulina ha sido vista como un mecanismo
pasivo y no se consideraba su implicaciéon en la regulacidn del metabolismo. Ahora esta
claro que la eliminacién y la degradacién de la insulina son procesos regulados, y que
las anormalidades en los mismos son parte integral de enfermedades como la DM2.
Recientemente, se ha sugerido que la interaccién de la proteina IDE con la insulina y
su degradacion pueden desempenar un papel mds directo en la regulacién de los
efectos de esta hormona.
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IDE es una metaloproteasa de zinc de 110 KDa estructuralmente conservada, con
localizacion ubicua en el organismo, que se expresa tanto en tejidos sensibles a
insulina como no sensibles. Su localizacion es mayoritariamente citosdlica, con
pequefias porciones en otras fracciones subcelulares como membranas plasmaticas,
endosomas y peroxisomas. Posee una actividad proteolitica cuya funcion principal es la
degradacion de insulina en sitios especificos (Figura 2). La alta afinidad de IDE por la
insulina viene determinada por la estructura tridimensional de este sustrato [6].

e
B - CHAIN

Figura 2. Estructura primaria de la insulina donde se muestran con flechas los sitios de escision
originados por IDE. (WC Duckworth et al:. Bioquimica 28:2471-2477, 1989 (103). © American Chemical
Society.)

Como se observa de manera esquematizada en la Figura 3, la insulina se une a su
receptor de la superficie celular (1) haciendo que este se autofosforile (2) por medio
de sus residuos tirosina quinasa, que a su vez fosforila a IRS (insulin receptor substrate)
y otras moléculas de la cascada de sefializacién, incrementando asi la captacién de
glucosa, la sintesis de glucdgeno y la mitogénesis (3). Después de la unidén de la
insulina, el receptor se internaliza en endosomas (4), donde se inicia la degradacion.
Tras esto, el receptor de insulina se recicla a la superficie celular junto con la insulina
degradaday la intacta (5).

La insulina también entra al citosol (6), donde se une a la IDE citosdlica. IDE puede
encontrarse asociada al proteosoma (7), incrementando la actividad proteolitica del
mismo (8). La unidn de IDE a la insulina causa la disociacién del complejo IDE-
proteosoma, haciendo asi que se disminuya la actividad de éste (9). Una vez la insulina
se una a IDE se produce su degradacion (10). Tras este proceso, IDE se vuelve a asociar
con el proteosoma (8) [7].
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Figura 3. Diagrama esquematico de la degradacion de la insulina y su interaccién con accién de la
insulina. (Diabetologia. 2009 Aug;52(8):1457-60. doi: 10.1007/s00125-009-1414-8. Epub 2009
Jun6.Hyperglycaemia and hyperinsulinaemia: is insulin-degrading enzyme the missing link? Fawcett J,
Duckworth WC.)

IDE degrada ademds de insulina otros pequenos péptidos como el glucagéon y el
péptido beta amiloide (causante de las placas de amiloide de la enfermedad de
Alzheimer) [8]. IDE también posee funciones reguladoras del proteosoma, de
receptores de esteroides, en la oxidacion de los acidos grasos en los peroxisomas, en el
crecimiento y el desarrollo lo que indica el papel multifuncional de esta proteina
[9,10].

Son casi inexistentes las publicaciones sobre el papel de IDE en las células beta del
pancreas, ya que los estudios de esta proteina en el contexto de la homedéstasis de la
glucosa se han centrado en el higado, que es donde ocurre el mayor aclaramiento de la
hormona.

La dificultad de obtencidon de pancreas humanos post-mortem y la imposibilidad de
biopsiar este érgano agrava aln mas esta carencia de estudios ex vivo en humanos.
Debido a este hecho, hay una gran controversia acerca del papel de IDE en la
regulacién de la homedstasis de la glucosa.

La idea de que el la inhibicion de IDE podria aumentar la vida media de la insulina
circulante, beneficiando asi la captacion de glucosa en el tratamiento de la diabetes es
algo que ya fue descrito hace mas de 50 afos [11]. Trabajos recientes en modelos
animales producen la idea contradictoria de que una reduccién de la actividad de IDE
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puede inducir un fenotipo diabético [12, 13]. Se han descrito polimorfismos en el gen
codificante de IDE que incrementan el riesgo de padecer DM2 [13]. Ademas, la
mutacion de IDE en ratones ha mostrado alteraciones en el metabolismo de la insulina,
como insulino-resistencia, hiperglucemia y otras caracteristicas tipicas de la DM2
[13,14]. Estudios gendmicos de la DM2 asocian locus cromosémicos de susceptibilidad
con genes que controlan la secrecion de insulina [15] como lo es el locus de IDE, el cual
ha sido identificado como de susceptibilidad para sufrir diabetes [16, 17].

Ensayos recientes de funcion de la célula beta-pancredtica en el ratén nulo para IDE
muestran que la secrecién de insulina estimulada por glucosa (GSIS) se encuentra
disminuida, debido a un fallo en el recambio de los granulos de insulina [18]. Por otro
lado, se ha visto que la sobreexpresiéon de IDE en higado aumenta la degradacién de la
insulina y disminuye la eficiencia de su via de sefializacion [19].

Estos datos, demuestran la importancia del papel de IDE en la fisiologia de la célula B-

pancreatica y en la fisiopatologia de la Diabetes Mellitus, lo que genera la necesidad de
realizar estudios especificos de la funcién de IDE en la célula beta-pancredtica humana.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdtesis

IDE se localiza en las células del islote pancreatico humano, teniendo una distribuciéon
diferencial entre pacientes diabéticos y poblacién control.

Objetivo

Estudiar la co-localizacion de IDE e insulina en cortes de pancreas humanos
cadavéricos, de poblacion control y de pacientes diabéticos (tratados con ADO o
insulinizados).
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MATERIAL Y METODOS

- Obtencion de las muestras

Las muestras de pancreas humanos fueron obtenidas del Biobanco del Hospital Clinico
San Carlos de Madrid, donde el Servicio de Anatomia Patoldgica recogié cortes de
pancreas provenientes de autopsias autorizadas realizadas en dicho centro (protocolo
autorizado por el Comité Etico de Investigaciéon Clinica: cédigo interno n2 12/202),
pertenecientes a pacientes clasificados en tres grupos: Poblaciéon control, poblacidn
diabética en tratamiento con antidiabéticos orales (ADO) y poblacion diabética en
tratamiento insulinico, separados también en cuanto a su sexo. Con el fin de detener
todos los procesos de degradacién y conservar su composicién, estructura y estado, las
muestras se sometieron a un proceso de fijacion, utilizando formaldehido como
sustancia fijadora e incluidas en parafina para su posterior corte en secciones de 5 um
de grosor recogidas en porta objetos Ultra-Plus C/72.

Se fijaron unos concretos criterios de inclusion para seleccionar las muestras:

- Pacientes con edades comprendidas entre 40 y 80 afios.

- Pdancreas control en los que se observen islotes morfolégicamente normales,
con estructura adecuada y sin tejido deteriorado en la tincién de hematoxilina-
eosina.

- Muestras en las que a su observacién al microscopio presenten un nimero
minimo de islotes pancreaticos (n = 5).

- Marcaje IDE/Insulina en secciones de pancreas humanos

Para estudiar la expresién de IDE en las células beta-pancredticas de estas
preparaciones histolégicas, se elimindé la parafina de los portas sumergiéndolos
inicialmente en xilol absoluto durante 15 min y a continuacién en una bateria de
alcoholes con concentraciones decrecientes de etanol partiendo del 100%,
posteriormente 95%, 80% y finalmente 70% de concentracion durante 10 minutos
cada uno.

Se realizaron 2 lavados de 5 minutos con PBS 1X (137mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mM
Na2HPO4, 2 mM KH2PO4) y se procedié al desenmascaramiento del antigeno con
citrato sédico (10 mM 4cido citrico - pH6) y en un hervidor de vapor a maxima
potencia durante 20 min.

Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS1X y se bloqued para evitar uniones
inespecificas del anticuerpo, afiadiendo 100pul/porta de disolucion de bloqueo (PBS 1X,
2% NGS, 1% BSA) y se incubd durante 1 hora en cdmara humeda a temperatura
ambiente.
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Se incubd con el anticuerpo primario en disolucién de bloqueo durante toda la noche a
4°C en cdmara humeda. Los anticuerpos primarios que se utilizaron se esquematizan
en la Tabla 1.

Anticuerpo Casa Comercial Dilucion Especie
Insulina SIGMA 1:2000 Ratén
IDE Millipore 1:2000 Conejo

Tabla 1. Anticuerpos primarios para inmunofluorescencia

Al dia siguiente, se hicieron 3 lavados con PBS1X de 5 minutos y se bloqued
(100ul/porta) durante 10 minutos a temperatura ambiente con solucién de bloqueo
(PBS 1X, 2% NGS, 1% BSA).

A continuacidon se eliminé el bloqueo y se incubd durante 30 minutos con los
anticuerpos secundarios correspondientes, segln la Tabla 2.

Anticuerpo Casa Comercial Dilucién Especie
Alexa 594 anti- | Invitrogen 1:300 CABRA
Conejo
Alexa 488 anti- | Invitrogen 1:200 CABRA
Raton

Tabla 2. Anticuerpos secundarios para inmunofluorescencia

A continuacion se lavé con PBS1X (3 lavados x 5 minutos) y se monté la preparacion
con 50 ul de medio de montaje con DAPI (marcador nuclear) a una dilucion 1:1000, se
afadidé un cubre y se reservé a 42C hasta su posterior observacién con microscopia.

- Recogida de imagenes y recuento de células

Las imdagenes de los islotes pancredticos fueron recogidas con un microscopio de
Fluorescencia NIKON Eclipse 90i asociado con camara CCD marca NIKON, modelo DS-
Ri1, con un objetivo 20X. Las imagenes fueron visualizadas con los filtros: UV-2A (Ex
330-380), B-2A (Ex 450-490) y G-2A (Ex 510-560).

Estas fueron analizadas con el programa informéatico ImageJ, con el que se procedié a
hacer la composicién, montaje de imagenes y el recuento celular.

En primer lugar se contd el niumero de células B-pancreaticas, considerando positivas
aquellas cuya tincion citopldsmica de insulina era positiva. Ademas de éstas, se
contaron todas las células totales del islote, basandonos en el nimero de nucleos
DAPI-positivos presentes en la estructura del mismo.
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Finalmente, se cuantificaron las células doble-positivas para IDE e insulina.

Ademas se analizaron las muestras bajo tincién de hematoxilina para observar la
morfologia y estado de las preparaciones, lo que también sirvi6 como criterio de
exclusién para descartar aquellas que no tuvieran una morfologia adecuada de los
islotes, asi como aquellas preparaciones que no habian sido conservadas de forma
correcta y presentaban necrosis.

- Analisis estadistico

La distribucion de las variables, al ser una muestra de n<30 en cada caso, se asumio
gue seguian una distribucién normal. Para estudiar las diferencias entre grupos, se
realizé6 un andlisis de la varianza (ANOVA) de muestras multiples para revelar las
diferencias significativas entre los resultados obtenidos, utilizando el programa
estadistico Statgraphics Centurion XVI.
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RESULTADOS

1- Cribado de las muestras

Para seleccionar las muestras de pancreas humanos a estudiar, en primer lugar, se
discriminaron aquellos portas procedentes de pdncreas de pacientes que no se
encontraban entre el rango de edad seleccionado (40-80 afos).

1.1- Tincion Hematoxilina-Eosina

Posteriormente se llevd a cabo un segundo cribado de acuerdo a la morfologia y
estructura de los tejidos, descartando aquellos pancreas control que presentaban
anormalidades en su observacién con la tincion de hematoxilina-eosina (Figura 4).

Mujer Control

Hombre Control

Hombre Antidiabético

Mujer Insulina

Hombre Insulina

Figura 4. Tincién de hematoxilina-eosina. Fotos tomadas con microscopia éptica de campo claro
representativas de cada poblacidn de estudio.
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Con los criterios anteriores obtuvimos un total de 27 muestras seleccionadas (Tabla 3),

a las que se procedid a realizar una inmunofluorescencia para detectar la presencia de

la proteina IDE e insulina:

Hombre | Mujer Hombre | Mujer Hombre | Mujer
Control | Control | ADO ADO Insulina | Insulina
HC10 CMm27 HA1l MA9 HI2 MI5
HC30 CM15 HA15 MA13 HI1l6 MI12
HC23 CM22 HAl6 MA19 HI19 MI9
HC25 CM21 HA21 MA16 HI15 MI6
CM28 HA7 HI18
n= 4 5 5 4 5 4

Tabla 3. Muestras seleccionadas por cada poblacion de estudio.

2- Marcaje IDE/Insulina

Tras determinar las muestras a incluir en el proyecto, se procedid a detectar en ellas la

expresion de la proteina IDE y de insulina mediante inmunofluorescencia utilizando

anticuerpos especificos para éstas (Tablas 1 y 2). Las muestras marcadas se observaron

al microscopio de fluorescencia, donde se tomaron fotos de un nimero representativo

de islotes por cada muestra (8-10 islotes). Tras esto, se analizaron las fotos

individualmente para obtener los siguientes resultados.

2.1- Recuento de células B-pancreaticas

Se realiz6é un recuento del nimero total de células B de cada islote pancredtico, lo cual

nos permiti® comparar el nimero de células productoras de insulina entre los

diferentes grupos de estudio. Este recuento se llevéd a cabo a partir de Ia

inmunofluorescencia realizada para insulina y DAPI (Figura 5).

Figura 5. Imagenes representativas de los islotes marcados al microscopio de fluorescencia. A- Marcaje
de insulina. B- Marcaje de los nucleos celulares (DAPI). C- Mezclade Ay B
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Los islotes de los pacientes control mostraban mayor nimero de células B, siendo los
islotes mds compactos, redondeados y uniformes que en los pacientes diabéticos, los
cuales presentaban una morfologia en sus islotes mds desestructurada y una expresién
de insulina difusa y de menor intensidad (Figura 6).

Figura 6. Imagenes representativas de islotes pancredticos al microscopio de fluorescencia con marcaje
de insulina. A- Islotes procedentes de muestras de pacientes control (no diabéticos). B- Islotes de
muestras procedentes de muestras de pacientes diabéticos con tratamiento insulinico. C- Islotes de
muestras procedentes de muestras de pacientes diabéticos tratados con ADO.

El ndmero de células B-pancredticas por islote en hombres (Figura 7), fue
significativamente mayor en las muestras procedentes de paciente control (no

diabéticos), que las de pacientes diabéticos, tanto los tratados con antidiabéticos
orales (33.55% menor) como con terapia insulinica (34.56% menor).

Células B Ins + Hombre

120 -

. m Hombre Control
0o

Hombre Antidinb

Hombre Insuling

Figura 7. Niumero medio de células B por cada islote en pancreas procedentes de hombres control,
hombres diabéticos en tratamiento con antidiabéticos orales y hombres diabéticos con terapia
insulinica. * p< 0,05 (respecto al control)
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Igualmente, el numero de células B-pancreaticas por islote en mujeres (Figura 8), fue
significativamente mayor en las muestras procedentes de paciente control (no
diabéticos), que las de pacientes diabéticos, tanto los tratados con antidiabéticos
orales (34.86% menor) como con terapia insulinica (49.07% menor).

Células B Ins + Mujer

120 «

1 = Mujer Control

= Mujer Anticinb

N2 medio de células Bfislote
-
o

w Mujer Insuline

Figura 8. NUmero medio de células B por cada islote en pancreas procedentes de mujeres control,
mujeres diabéticas en tratamiento con antidiabéticos orales y mujeres diabéticas con terapia insulinica.
*p< 0,05 (respecto al control)

2.1- Expresion de la proteina IDE (Insulin Degrading Enzyme)

Se evalud la expresion de la proteina IDE, atendiendo a tres aspectos: Evaluacién de su
expresion por grupos de poblacidon, ubicacién en el islote pancredtico, y localizacién
dentro de las células.

- Presencia de IDE en células B pancreatica

Datos preliminares de nuestro laboratorio muestran que IDE se expresa en islotes
pancreaticos de ratones control y diabéticos (modelo db/db) estando aumentada en
los islotes de los ratones db/db en su fase hiperinsulinémica [35]. Sin embargo, la
expresidon de esta proteina en pdancreas humanos no ha sido estudiada con
anterioridad.
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La cuantificacion de IDE en células productoras de insulina fue inapreciable en
poblacion masculina (tanto en muestras control como diabéticos). En cuanto a la
poblacion femenina, pudimos cuantificar un bajo porcentaje en diabéticas, cuya
expresion de IDE era citoplasmica.

o

Figura 9. Imagenes representativas de la localizacidn celular de IDE en el islote pancreatico. A- Expresion
de IDE. B- Expresion de IDE + DAPI.

Se observa un incremento estadisticamente significativo de la expresién de esta
proteina en las mujeres diabéticas con tratamiento insulinico en comparacién con las
mujeres control, en las cuales se observaron valores minimos no detectables. Este
incremento en las mujeres tratadas con insulina, a pesar de no ser estadisticamente
significativo, también es notable (56% mayor) respecto al grupo de mujeres diabéticas
en tratamiento con antidiabéticos orales.
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Figura 10. Expresion de la proteina IDE (n2 medio de células IDE positivas en células B pancreaticas por
cada islote) en células B pancredticas procedentes de muestras de pancreas femeninos. *p< 0,05. ns: no
significativo.
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- Presencia de IDE en el islote pancreatico

Se midié la expresion de IDE en la totalidad de cada islote pancreatico
individualmente, incluyendo tanto su expresiéon en células B como en células no B.
Como se menciond anteriormente, la localizacibn de esta proteina fue
mayoritariamente citopldasmica en todos los casos.

)
Vv

-
L TR
Insulina/IDf

Insulina ; . msufina/IDE

Insulina

Insulina

[IDF

Insulina sl IDE s wf0be’* ‘ Insulina
Figura 11. Imagenes representativas de los islotes de cada grupo de estudio al microscopio de
fluorescencia: HC (Hombre Control), MC (Mujer Control), HA (Hombre ADO), MA (Mujer ADO), HI
(Hombre Insulinizado), MI (Hombre Insulinizado). Marcaje con insulina (12 columna), marcaje con IDE
(22 columna), marcaje con DAPI (32 columna), mezcla marcajes de insulina mas IDE (42 columna).
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Analizando por un lado los resultados obtenidos de las muestras pancreaticas de
hombre, vemos como la presencia de la proteina IDE en hombres diabéticos con
tratamiento insulinico es significativamente mayor (90.59% mayor) que en pacientes
con farmacoterapia antidiabética. También se observa una mayor expresién
comparada con los pacientes control (39.41% mayor), pero esta diferencia no es
significativa.

Células totales islote IDE+ Hombre

ns m Hombre Control

%
2
Hombre Antidiab
15
1 |
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T
0

Figura 12. Expresion de la proteina IDE (n2 medio de células IDE positivas por cada islote pancreatico)
procedentes de muestras de pancreas masculinos. *p< 0,05. ns: no significativo.

N2 medio de células IDE+/islote

En muestras de pancreas de mujeres, la expresion de IDE, al igual que en el caso de los
hombres, se vio incrementada en las muestras procedentes de mujeres diabéticas en
tratamiento con insulina. Esta diferencia fue significativa comparada tanto con las
mujeres control (43.49% mayor) como con las mujeres diabéticas tratadas con
antidiabéticos orales (67.33% mayor), siendo estas ultimas las que mostraron niveles
de expresién mas bajos tanto en hombres como en mujeres.
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*
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W Mujer Control
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Mujer Insulina
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Figura 13. Expresion de la proteina IDE (n2 medio de células IDE positivas por cada islote pancreatico)
procedentes de muestras de pancreas femeninos. * p< 0,05 (respecto al control).
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La expresion global de IDE en islotes procedentes de pancreas femeninos fue

cuantitativamente mayor que la observada en hombres:

las mujeres control

presentaron un aumento significativo de la expresidén (59.77% mayor) respecto a los

hombres control; las mujeres diabéticas con tratamiento farmacolégico evidenciaron

un aumento del 89,19% de la expresidn respecto a los hombres de su condicidn,

aungue este aumento no resultd estadisticamente significativo; y finalmente las

mujeres diabéticas tratadas con insulina mostraron un incremento significativo en la
expresion de IDE (62.48% mayor) respecto a los hombres diabéticos con este

tratamiento.
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Figura 14. Expresion de la proteina IDE (n2 medio de células IDE positivas por cada islote pancredtico)

procedentes de muestras de pancreas femeninos y masculinos. *p< 0,05. ns: no significativo.
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DISCUSION

La DM1 se caracteriza por una destruccién autoinmune de las células B-pancredticas,
en cambio, la patogénesis de la DM2 se caracteriza por la resistencia periférica a la
captacién de glucosa mediada por la insulina, lo que resulta en un aumento de la
demanda de insulina para controlar la glucosa circulante. El estrés de satisfacer esta
demanda de insulina sobrepasa los mecanismos compensatorios del organismo, lo que
conlleva a la pérdida gradual del correcto funcionamiento de las células beta y a una
hiperglucemia crénica [20, 21, 22].

Nuestros resultados confirman lo ya publicado en la bibliografia, donde se muestra una
disminucion del nimero de células B-pancredticas en muestras procedentes de
autopsias de pacientes con DM2, predominando en estos el volumen de células a
respecto a las células B [23-26].

Varios estudios han sefialado cambios morfoldgicos caracteristicos en islotes de
pacientes DM2 como los que observamos en nuestras muestras. Estos cambios
incluyen fibrosis de los islotes, la distribucién anormal de células B dentro de los
islotes, y el reducido tamafio y niumero de islotes [23, 27, 31].

La causa de esta pérdida de masa de células B ha sido estudiada recientemente,
sugiriendo que es debida a un incremento de la apoptosis en células B de pacientes
con DM2 [29]. Otra posibilidad de esta pérdida de funcidon es la desdiferenciaciéon
fenotipica de células B-pancreaticas. Esta pérdida de diferenciacién vendria causada
por cambios en la expresidn génica, como cambios en el metabolismo de la glucosa y
desregulacién de factores de transcripcién y relacionados con el estrés celular. Esta
pérdida de diferenciacién permitiria a las células volver a un estado de inmadurez,
pudiendo adoptar después una diferenciaciéon a células a o permanecer estado
inmaduro [30].

Una posible continuidad de nuestro estudio podria basarse en esclarecer si la pérdida
de expresion de insulina de las células B que observamos en nuestras muestras, se
debe a un proceso de desdiferenciacion mediado por IDE, explorando los
componentes que estan implicados en la diferenciacién y mantenimiento de estas
células. Uno de estos componentes que despierta gran interés es PDX1, un factor de
transcripcion especifico de las células B, que juega un papel fundamental en la
diferenciaciéon del linaje endocrino, mantenimiento y funcion de las células
productoras de insulina, acerca del cual varios autores sugieren un enfoque hacia la
reprogramacion celular para la generacién de nuevas células B [31].
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La degradacion de la insulina es un proceso regulado que juega un importante papel
en la eliminacion e inactivacion de esta hormona. Se han observado anormalidades en
este proceso degradativo en varias situaciones patoldgicas como la DM2 [32].

{

IDE (insulin-degrading enzyme) posee una actividad proteolitica como “insulinasa”,
degrada la insulina con un alto grado de especificidad. Esta proteina se localiza en
todos los tipos celulares, tanto los sensibles a insulina como lo que no lo son. Su mayor
actividad se localiza en el citosol, con pequefias pero significativas cantidades
presentes en otras fracciones subcelulares [33], como membranas plasmaticas,
endosomas y peroxisomas, lo cual concuerda con la localizacion de IDE que
encontramos en nuestras muestras al realizar la inmunofluorescencia para IDE, ya que

la vemos mayoritariamente en el compartimento citoplasmico.

Diversos estudios muestran que la exposicidon a insulina aumenta la actividad de la
proteina IDE, aumentando el nimero de sustratos susceptibles a degradarse por la
enzima, por lo que ésta aumenta su numero [5,34]. Este hallazgo ha sido confirmado
por tres sistemas de estudios diferentes en nuestro laboratorio [35]: 1) En el ratén
db/db (modelo de resistencia insulinica, obesidad y DM2), en fase hiperinsulinémica,
se observd un aumento de la expresion de IDE en el islote; 2) En linea celular INS1E, se
observé un aumento de la expresién de IDE bajo un estimulo de insulina; 3) De la
misma forma, en cultivos primarios de islotes pancreaticos de rata, observamos un
incremento en la expresion de IDE bajo un estimulo de insulina [35]. Estos hechos
concuerdan con los resultados observados en nuestro estudio en pancreas humanos,
donde observamos que la mayor expresidon de IDE en todos los casos se obtiene en
pacientes diabéticos cuyo tratamiento se basa en la administracidn de insulina.

Un reciente estudio en el que se realizd un ratén KO-IDE, mostré que IDE controlaba la
funcién de las células B, ya que estos ratones, que carecian de un gen funcional IDE,
eran hiperglucémicos, intolerantes a la glucosa, y tenian una secrecion deficiente de
insulina debido a la reduccion en la reposicion de los granulos de insulina, lo que
conllevd un deterioro en la secrecién de insulina estimulada por glucosa [18].

Son inexistentes los estudios acerca de la expresién de IDE en islote pancreatico
humano, debido a que el pancreas es un érgano que no permite biopsia y sdlo se
pueden hacer estudios sobre pancreas conservados procedentes de autopsias
autorizadas. La mayoria de los estudios de la proteina de IDE respecto a su presencia
en el organismo se han realizado higado [29], adipocitos [36], células musculares [37],
eritrocitos [38], mama vy rifidn [29]. Todo esto nos hace pioneros en el estudio de esta
proteina en islotes pancreaticos humanos.

Nuestro estudio muestra una expresion de IDE en células B-pancreatica solamente en
mujeres, siendo imperceptible en poblacién masculina. Ademas, es llamativo que la
expresion global de la proteina IDE se localice mayoritariamente en células no B.
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Ademas, esta expresion global de IDE es cuantitativamente mayor en pancreas
femeninos que en los masculinos. Este sorprendente e inesperado resultado debe ser
estudiado mds a fondo para elucidar las causas que lo promueven. A su vez, estarian
en concordancia con lo publicado por Peitis et al. [39], que mostraron que el estradiol
y la progesterona incrementaban la unién y degradacién de la insulina, y que la
testosterona hacia que disminuyera su degradacién.

El compendio de novedosos resultados obtenidos en este estudio necesita que
profundicemos en el mismo, aumentando el tamafio muestral y realizando pruebas
complementarias para esclarecer el papel de IDE y los mecanismos que lo implican en
la homedstasis de la glucosa. La modificacion de la expresion de IDE podria originar
una valiosa estrategia terapéutica para la prevencion y/o reparacion de la funcion de
las células beta-pancreaticas en pacientes con DM2.
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CONCLUSIONES

1. Los islotes procedentes de pancreas de pacientes con DM2 revelan cambios en
su estructura respecto a los pacientes control: islotes pancredticos de tamafio
mas reducido y con un menor nimero de células B-pancreaticas.

2. La mayor parte de la expresion de IDE dentro del islote pancreatico se
encuentra en células no B.

3. Los pancreas procedentes de pacientes diabéticos en tratamiento con insulina
muestran mayor expresién de IDE respecto a la poblacién control y a los
diabéticos tratados con ADO.

4. La expresion de IDE es cuantitativamente mayor en los islotes pancredticos
(tanto en células B-pancredticas como en células no B) femeninos que en los
masculinos.
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